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摘要 从患病斑马鱼(Daniorerio)肝脏组织分离到菌株Z1,通过对该菌株形态特征、生理生化特性、ATB
系统鉴定和16SrRNA、DNA促旋酶B亚单位蛋白(gyrB)基因测序等综合分析,鉴定Z1菌株为迟缓爱德华氏菌

(Edwardsiellatarda)。Z1菌株对健康斑马鱼和透明四带无须鲃(Puntiustetrazona)人工感染试验发现,感染

发病症状与自然发病症状一致,再分离菌株的特性与Z1菌株相同,并再次感染成功,证实迟缓爱德华氏菌为斑

马鱼病原菌。药敏试验发现Z1菌株对呋喃妥因等11种药物敏感,对苯唑西林等6种药物耐受。15种中草药对

Z1菌株的体外抑菌试验结果发现,五倍子、石榴皮的抑菌作用明显,最小抑菌质量浓度(MIC)和最小杀菌质量

浓度(MBC)均≤6.25mg/mL;艾叶等有一定抑菌作用,MIC和 MBC均在25~200mg/mL;而野菊花等抑菌作

用不明显,MBC>200mg/mL。
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  迟缓爱德华氏菌(Edwardsiellatarda)属于

肠杆菌科(Enterobacteriaceae),爱德华氏菌属(Ed-
wardsiella),是革兰氏阴性、无荚膜、兼性需氧杆

菌,是一种重要的条件致病性人畜共患病原菌[1]。
该菌在水环境中分布广泛,能感染鱼类、贝类、两栖

类、爬行类等多种水生动物,不同国家和地区都报道

过由迟缓爱德华氏菌感染引发的病害[2-4],给水产养

殖业带来巨大的经济损失。斑马鱼(Daniorerio)是
鲤形目 (Cypriniformes)鲤科(Cyprinidae)的一种小

型热带观赏鱼,具有繁殖能力强、体外受精和发育、
胚胎透明、性成熟周期短、个体小、易养殖等优点,现
已被广泛应用于遗传学、发育生物学、毒物学、肿瘤

学、免疫学和细胞凋亡的研究。斑马鱼具有类似哺

乳动物的天然免疫和获得性免疫系统[5-7],最近斑马

鱼作为感染性疾病的感染模型,越来越受到病原微

生物学家的喜爱。

2012年5月广州市某观赏鱼养殖场的斑马鱼

大量死亡,病鱼主要症状为鳍条充血、腹部肿胀,剖
检可见脾、肾等内脏肿大、腹腔积液。该养殖场用多

种类型的抗菌药物治疗,仍然没有控制住病情。笔

者从病鱼的肝脏组织中分离到1株强致病力的迟缓

爱德华氏菌,对分离菌株的生物学性状、16SrRNA、

gyrB基因序列和系统发育进行了研究,并对该菌株

进行了药物敏感性试验和中草药体外抑菌试验,以期

了解迟缓爱德华氏菌的致病性、控制其流行和传播,
为该菌的药物防治和人畜共患病的研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

发病斑马鱼样本采自广州市某观赏鱼养殖场。
人工感染用试验鱼:健康斑马鱼 AB系(3.2~3.6
cm),健康透明四带无须鲃(3.0~3.5cm),由珠江

水产研究所水生实验动物中心提供。
大肠杆菌DH5α由笔者所在实验室保存。水解

酪蛋白胨(MH)肉汤、5%绵羊血琼脂平板和细菌生

化微量鉴定管等为广州环凯微生物有限公司产品;
药敏试纸购自北京天坛药物生物技术开发公司;细
菌基因组DNA提取试剂盒购自天根生化科技有限

公司;胶回收试剂盒、dNTP、DNATaq酶、T4连接

酶、限制性内切酶、DNA分子 Marker为宝生物工
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程(大连)有限公司产品;PlasmidMiniKitI为

Omega公司产品。ATB系统细菌自动鉴定仪为法

国Bio-merieux 公 司 生 产。15种 中 草 药 为 艾 叶

(Foliumartemisiaeargyi)、野菊花(Chrysanthe-
mumindicum L.)、金银花(Lonicerajaponica)、黄
芪(Astragalusmembranaceus(Fisch.)Bge)、决明

子(Catsiatora)、甘草(Glycyrrhizaglabra)、乌梅

(PrunusmumeSieb.etZucc.)、苦参(Sophorae
flavescentis)、五 倍 子 (Gallachinensis)、白 头 翁

(Pulsatillachinensis)、黄 连 (Coptischinensis
Franch.)、大 黄 (Rheum palmatum L.)、黄 芩

(Scutellariaebaicalensis Georgi)、黄柏(Phello-
dendrichinense Scheeid)、石 榴 皮 (Pericarpium
granati),均购于广州采芝林药业连锁店。
1.2 病原菌的分离与纯化

从患病鱼肝脏组织取样,划线接种于5%绵羊

血琼脂平板上,28℃培养24h后,选取优势菌菌落

划线纯化培养,用于进行生物学性状、生理生化分

析、分子鉴定和人工感染试验。
1.3 分离菌株形态观察与生理生化特性鉴定

选取纯化分离菌株菌落,观察菌落特征。经革

兰氏染色,光学显微镜观察细菌形态。根据染色结

果,应用细菌生化微量鉴定管进行细菌的常规生理

生化测定,并采用 ATB系统细菌自动鉴定仪ID32
STREP卡进行细菌鉴定,结果参照文献[8-9]判断

分离菌株的种类。
1.4 细菌 16S rRNA 和 gyrB 基因序列测定与分析

纯化培养的分离菌株,按照DNA提取试剂盒说明

书提取细菌基因组DNA。根据GenBank登录的爱德

华氏菌16SrRNA和gyrB基因序列设计PCR扩增引

物。16SrRNA 的上游引物为 PSF:5′-AGAGTTT-
GATCCTGGTCAGAACGAACGCT-3′,下 游 引 物 为

PSR:5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCCC-
3′;gyrB基因上游引物为PYF:5′-GAAGTCATCAT-
GACCGTTCTGCA-3′,下 游 引 物 为 PYR:5′-AG-
CAGGGTACGGATGTGCGAGCC-3′,所有引物均由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。以提取的

DNA为模板,PCR反应条件为:96℃预变性3min,

94℃30s,55℃退火1min,72℃ 延伸2min,30个

循环后于72℃ 延伸6min。产物经胶回收试剂盒

回收纯化,与T载体连接后,转化感受态细胞大肠

杆菌DH5α,经蓝白斑法筛选阳性克隆,挑取阳性转

化子送博尚生物技术有限公司完成序列测定。

获得序列采用Blast进行相似性比较。并根据

比较的结果,采用 MEGA4软件,用 N-J法进行系

统发育树的构建,并通过自举分析进行置信度检测,
自举数集为1000。
1.5 分离菌株致病力测定

纯化培养的分离菌株,用0.65%无菌生理盐水

洗涤并配制成悬液。分别稀释成1×107、1×106、

1×105、1×104和1×103cfu/mL5个浓度,腹腔注

射健 康 斑 马 鱼 和 透 明 四 带 无 须 鲃。斑 马 鱼 20

μL/尾,透明四带无须鲃60μL/尾,20尾/组,对照

组注射等量生理盐水。试验期间水温为28~31℃,
观察和记录试验鱼的症状和死亡情况,连续观察

11d。从感染出现症状的病鱼中再次分离菌株并进

行感染试验。
1.6 分离菌株药敏试验

药敏试验按照纸片法说明书在5% 绵羊血平板

上进行,28℃培养24h后观察测量抑菌圈直径,根
据文献[10]的标准判定菌株对不同药物的敏感性。
1.7 中草药体外抑菌试验

1)药液的制备。采用水煎煮法提取中草药有

效成分,操作如下:取药物20g,加入200mL水浸

泡30min,煎煮沸腾后文火煮30min,过滤,向药渣

中再加入200mL水继续煎煮,共煎煮3次,合并滤

液,浓缩定容至20mL(药物理论的质量浓度为

1g/mL),高压灭菌(表压0.7kg/cm2,115℃,30
min)后4℃保存备用。

2)药物最小抑菌浓度的测定。参照日本化学疗

法学会的标准法部分改进。用灭菌生理盐水将药液

稀释至1000、500、250、125、62.5、31.25、15.63、

7.81、3.91、1.95mg/mL的10个倍比系列质量浓

度后,在盛有2.3mL无菌水解酪蛋白胨(MH 肉

汤+2.0%NaCl)液体培养基的试管中分别加入600

μL稀释后的药液,使各管药液终质量浓度至200、

100、50、25、12.5、6.25、3.13、1.56、0.78、0.39
mg/mL。最后分别加入浓度为3×107cfu/mL的菌

液100μL,同时每个试验组设只含等量菌液的阳性

对照管(2.3mL无菌MH液体培养基,600μL灭菌

生理盐水,100μL的菌液),以及不含药物和菌液的

阴性对照管(2.3mL无菌MH液体培养基,700μL
灭菌生理盐水)各1支。28℃培养36h后,观察无

菌生长试管中的最低药物浓度,即为该药物的最小

抑菌浓度(MIC)。

3)药物最小杀菌浓度的测定。从药物的 MIC
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和高于 MIC浓度的试管中,吸取100μL培养物,接
种于5% 绵羊血琼脂平板,28℃培养36h后,观察

没有菌落生长的相应试管中的最低药物浓度,即为

该药物最小杀菌浓度(MBC)。

2 结果与分析

2.1 分离菌株的形态特征和生理生化指标

分离菌株Z1在5%绵羊血培养基28℃培养

24h后菌落直径为0.5~1.0mm,灰白色,呈半透

明状,均为圆形,中间略凸起,表面光滑湿润,边缘整

齐,β-溶血。经革兰氏染色,判定为革兰氏阴性菌。
镜检细菌为短杆状,大小多在1~2μm,无荚膜,不
形成芽孢。

常规生理生化测定方法结合ATB系统细菌自

动鉴定仪鉴定菌株Z1为迟缓爱德华氏菌。Z1在所

测项目中,运动性、吲哚产生、甲基红、鸟氨酸脱羧

酶、赖氨酸脱羧酶、D-葡萄糖产酸产气、蔗糖、D-麦
芽糖、溶血为阳性反应,氧化酶、V-P反应、精氨酸双

水解酶、明胶液化(22℃)、脲酶、乳糖、D-甘露醇、D-
木糖、海藻糖、卫矛醇、间-肌醇、侧金盏花醇、L-阿拉

伯糖、D-阿拉伯醇、纤维二糖、D-山梨醇、L-鼠李糖、
棉籽糖、蜜二糖、七叶苷、丙二酸利用、革兰氏染色项

目的反应为阴性,该所有反应均与文献[9]中迟缓爱

德华氏菌一致。
2.2 Z1 菌株的 16S rRNA、gyrB 基因序列分析

经PCR扩增分离菌株Z1的16SrRNA 基因,
获得1450bp的片段,Blast分析显示与 GenBank
上登录的迟缓爱德华氏菌(FJ405297)同源性最高,
为99.9%;经 PCR 扩增 Z1的 gyrB 基因,获得

1159bp的片段,Blast分析显示与 GenBank上登

录的迟缓爱德华氏菌(GU563803)同源性为100%。

2个扩增片段均登录到GenBank,登录序列号分别

为 KC202820 和 KC202821,根 据 Z1 菌 株 16S
rRNA和gyrB 基因序列与GenBank已登录的序列

分别建立系统发育树,Z1均与迟缓爱德华氏菌聚为

一簇(图1,图2)。

 节点处数值为自展置信值,自展重复1000次。Thedegreeofconfidenceforeachbranchpointwasdeterminedbybootstrapanalysis
(1000repetitions).下图同。Thesameasbelow.

图1 基于16SrRNA序列的系统发育树

Fig.1 Phylogenetictreebasedon16SribosomalRNAsequences

2.3 分离菌株 Z1 的致病力

分离菌株Z1通过接种感染,显示对斑马鱼具

有较强致病力,结果见表1。试验组斑马鱼和透明

四带无须鲃均在接种感染24h后开始发病死亡,
感染鱼出现与自然发病相似的鳍条充血、内脏肿

大、腹水等症状。对照组在观察11d的时间里,无
死鱼出现,也无明显疾病症状。从感染后死鱼再

次分离的菌株,与原感染菌形态、生化特征完全相

同,并再次感染成功,证实所分离的菌株为斑马鱼

的致病菌。
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图2 基于gyrB 基因序列的系统发育树

Fig.2 PhylogenetictreebasedongyrBgenesequences
表1 人工感染试验结果

Table1 Resultsofartificialinfectionexperiment

试验鱼

Testedfish
菌液浓度/(cfu/mL)
Concentration

试验鱼数

Numberoftestedfish
死亡尾数

Numberofdeadfish
死亡率/%
Mortality

斑马鱼 Daniorerio

1×107 20 20 100
1×106 20 18 90
1×105 20 15 75
1×104 20 5 25
1×103 20 0 0

对照Control 20 0 0

透明四带无须鲃

Puntiustetrazona

1×107 20 20 100
1×106 20 16 80
1×105 20 9 45
1×104 20 2 10
1×103 20 0 0

对照Control 20 0 0

2.4 药敏试验结果

分离菌株Z1对17种药物的敏感性测定结果见

表2,结果表明:菌株Z1对青霉素、妥布霉素、阿米

卡星、头孢唑林、庆大霉素、红霉素、呋喃妥因、头孢

氨苄、卡那霉素、诺氟沙星、利福平11种药物敏感;

对苯唑西林、链霉素、四环素、环丙沙星、洛美沙星、

大观霉素6种药物耐受。

2.5 中草药体外抑菌试验

中草药提取物对分离菌株Z1的体外抑菌作用

结果见表3。15种中草药提取物中五倍子、石榴皮

的抑菌作用明显,MIC和 MBC均≤6.25mg/mL;

艾叶、决明子、乌梅、白头翁、黄连、大黄、黄芩有一定

抑菌作用,MIC和 MBC均在25~200mg/mL;而

野菊花、金银花、黄芪、甘草、苦参、黄柏的抑菌作用

不明显,MBC>200mg/mL。

表2 分离菌株Z1对17种药物的敏感性

Table2 ChemotherapeutantssensitivitiesoftheisolatedstrainZ1

抗菌药物

Chemotherapeutants
含药量 (μg/片)

Contents(μg/piece)
敏感性1)

Sensitivity
青霉素GPenicillinG 10 S
苯唑西林 Oxacillin 1 R
妥布霉素 Tobramycin 10 S
链霉素Streptomycin 10 R
四环素 Tetracycline 30 R
阿米卡星 Amikacin 30 S
头孢唑啉Cefazolin 30 S
庆大霉素 Gentamicin 10 S
红霉素Erythromycin 15 I
呋喃妥因 Nitrofurantoin 300 S
环丙沙星Ciprofloxacin 5 R
头孢氨苄Cefalexin 30 S
卡那霉素 Kanamycin 30 S
诺氟沙星 Norfloxacin 10 I
洛美沙星Lomenfloxacin 10 R
利福平 Rifampicin 5 I
大观霉素Spectinomycin 100 R
 1)S:敏感Sensitive;I:中等敏感Intermediate;R:抗性 Resist-

ant.
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表3 中草药提取物对分离菌株Z1的最小抑菌浓度(MIC)和最小杀菌浓度(MBC)

Table3 TheMICandMBCofChineseherbabstractstotheisolatedstrainZ1 mg/mL

中草药Chineseherb MIC MBC 中草药Chineseherb MIC MBC
艾叶Foliumartemisiaeargyi 100 200 五倍子Gallachinensis 0.78 1.56
野菊花ChrysanthemumindicumL. >200 >200 白头翁 Pulsatillachinensis 100 200
金银花Lonicerajaponica >200 >200 黄连CoptischinensisFranch. 25 50
黄芪 Astragalusmembranaceus(Fisch.)Bge >200 >200 大黄 RheumpalmatumL. 100 200
决明子Catsiatora 100 200 黄芩ScutellariaebaicalensisGeorgi 25 50
甘草Glycyrrhizaglabra 200 >200 黄柏 PhellodendrichinenseScheeid 200 >200
乌梅 PrunusmumeSieb.etZucc. 50 100 石榴皮 Pericarpiumgranati 3.13 6.25
苦参Sophoraeflavescentis 200 >200

3 讨 论

本研究从患病的斑马鱼肝脏组织中分离到1株

革兰氏阴性杆菌Z1,经回归感染证实其为斑马鱼病

原菌,通过细菌的生物学特征和生理生化特性分析,
初步鉴定该菌为迟缓爱德华氏菌。采用克隆该菌的

16SrRNA、gyrB 基因序列进行了同源性分析和系

统发育树的构建,以进一步确定菌株Z1的分类地

位。结果表明:该菌的16SrRNA、gyrB 基因序列

均与迟缓爱德华氏菌的同源相似性高于99.9%,在
系统发育树上聚为一支,在分子水平上确定该分离

菌为迟缓爱德华氏菌。
本研究采用了16SrRNA和gyrB 基因对分离

菌株进行同源性分析。Z1菌株的16SrRNA 基因

同 源 性 与 同 属 不 同 种 的 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

(EF683604、FJ405297、NR_024770)、鮰爱德华氏菌

(Edwardsiellaictaluri)(AB050826、NR_024769)、
保科 爱 德 华 菌 (Edwardsiellahoshinae)(NR_

024768)均高于99%,同源性太高而不能进行种间

分类。gyrB 基因属于信号通路中与DNA 复制、限
制、修饰和修复有关的蛋白编码基因,编码DNA 促

旋酶的B亚单位蛋白,对细菌DNA 的转录和复制

很重要。gyrB 基因是单拷贝基因,序 列 长 度 约

1.2~1.4kb,平均碱基替换率为每100万年变化

0.7%~0.8%,比16SrDNA的每5000万年变化

1%的速率要快[11-13],而且不发生水平转移,并普遍

存在于各种细菌中,满足了作为系统发育分析靶基

因的要求,基于该基因序列的分析与DNA 杂交同

源性分析有较好的一致性,常用于细菌系统发育分

析和鉴定[14-15],因此特别适用于菌种间的区别和鉴

定[16-17]。本 研 究 中 Z1 菌 株 与 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

(EU259314、GU563803)gyrB 基因同源性均高于

98%;与鮰爱德华氏菌(CP001600、JX219369)gyrB
基因同源性为85%,显示出较高的分辨率,证明

gyrB 基因能很好用于爱德华氏菌属内种间分类及

鉴定。
迟缓爱德华菌最早由Sakazaki和 Murata在

1959年从蛇(serpentes)中分离得到,1962年首次报

道该菌感染鱼类(鳗鲡 Anguillajaponica )以来,
该菌呈世界性分布,在非洲、美洲和亚洲已经有较多

报道,可以感染鳗鲡[18-19]、牙鲆(Paralichthys)[3]、
大菱鲆(Psettamaxima)[20-21]等20多种食用鱼类,
近年来也有发现观赏鱼地图鱼(Astronotusocel-

latus)感染报道[22],观赏鱼斑马鱼也有作为供试鱼

进行该菌人工感染相关研究[23-24],本研究发现迟缓

爱德华氏菌引起养殖斑马鱼大量死亡。观赏鱼的养

殖模式与食用鱼类不同,大多在小型水泥池或者室

内鱼缸中进行,养殖环境相对比较封闭,2种观赏鱼

的感染,说明迟缓爱德华氏菌具有较强的感染和传

播能力,应引起水产养殖业足够的重视。
本文选取斑马鱼和透明四带无须鲃作为分离菌

株人工感染试验的供试鱼,旨在确定本次分离菌株

的致病力。透明四带无须鲃全身透明,体型侧扁,内
脏清晰可见,相对普通鱼类动物模型更利于研究病

原菌在鱼体内的入侵和病理变化过程[25],是一种新

型的水生实验动物。当感染菌液浓度达到1×106

cfu/mL分别能引起斑马鱼、透明四带无须鲃90%
和80%的死亡率,表明分离菌株Z1具有较强的致

病性。
目前水产养殖中迟缓爱德华氏菌病的防治以抗

生素 为 主,然 而 此 类 药 物 容 易 导 致 耐 药 性 的 产

生[26]。本研究中养殖场斑马鱼发病后,多种抗菌药

物治疗没有效果,药敏试验发现分离的Z1菌株对

17种药物中的6种药物不敏感,表现出较强的耐药

性。由于观赏鱼养殖没有药物使用的限制,常常出

现乱用和滥用抗生素药物的现象,更容易产生耐药

菌株,这些耐药菌株传播到环境中,可能危害到其他

动物及人类的安全。因而在食用鱼养殖规范用药的
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同时,也应该规范观赏鱼养殖用药。
中草药具有抑菌效力、残留少、不易导致细菌产

生耐药性,其作用除了直接抑杀病原微生物,还能通

过调动机体的抗应激能力和提高免疫防御功能,达
到预防疾病的目的。本次研究中,利用二倍稀释法

测定的15种中草药对迟缓爱德华氏菌Z1的抑菌结

果,可为今后筛选预防鱼类爱德华氏菌病的有效药

物提供可靠的参考资料。本次试验结果发现石榴

皮、五倍子对迟缓爱德华氏菌Z1具有较强的抑菌作

用,这与陈言峰等[27]、朱壮春等[28]的研究结果一致。
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Identification,pathogenicityanddrugsensitivity
ofEdwardsiellatardafromDaniorerio

LIUChun LIKai-bin WANGQing RENYan SHICun-bin WUShu-qin

KeyLaboratoryofFisheryDrugDevelopmentofMinistryofAgriculture/KeyLaboratoryofAquatic
AnimalImmuneTechnologyofGuangdongProvince/PearlRiverFisheriesResearchInstitute,

ChineseAcademyofFisherySciences,Guangzhou510380,China

Abstract Thedominantbacterialstrain,designatedasZ1,wasisolatedfromhepatopancreasofdis-
easedDaniorerio.Thebiochemicalandphysiologicalcharacteristicsoftheisolatedstrainwasstudiedby
usingconventionalmethod,suchasATBExpressionSystem(ID32STREP),16SrRNAandgyrBgene
sequence.TheresultsconfirmedthatthestrainZ1wasEdwardsiellatarda.Thechallengetestswere
carriedoutbyartificiallyinfectingD.rerioandPuntiustetrazonawiththepurecultureoftheisolated
strain.Thesymptomsoftheartificiallyinfectedfishweresimilartothoseinfectednaturallyandthe
charactersofthere-isolatedstrainswerethesameastheinitiallyisolatedstrain.Antibioticsensitivity
testshowedthatamong17antibioticstested11weresensitiveand6wereresistant.Theantibacterialac-
tivityof15ChineseherbstopathogenicE.tarda (Z1)wasdeterminedinvitrobytwofolddilution
method.TheresultsshowedthatGallachinensisandPericarpiumgranatiwerefoundtohavesignifi-
cantinhibitiononthebacteriumwithbothminimalinhibitoryconcentration(MIC)andminimalbacteri-
cidalconcentration(MBC)lessthan6.25mg/mL;Artemisiaeargyi,Catsiatora,PrunusmumeSieb.
etZucc.,Pulsatillachinensis,CoptischinensisFranch.,Rheumpalmatum L.,Scutellariaebaicalensis
Georgishowedsomeextentinhibitiononthebacterium with MICandMBCof25-200mg/mL,but
Chrysanthemumindicum L.,Lonicerajaponica,Astragalusmembranaceus(Fisch.)Bge,Glycyrrhiza
glabra,SophoraeflavescentisandPhellodendrichinenseScheeidhadnoinhibitiononthebacteriumwith
MBCofmorethan200mg/mL.

Keywords Daniorerio;Edwardsiellatarda;identification;phylogeneticanalysis;artificialinfec-
tion;antimicrobialsusceptibility
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